




















AP-1： activator protein 1 
DNA： deoxyribonucleic acid 
DSE： DNA strand exchange 
DTT： dithiothreitol 
EDTA： ethlenediamine-N’, N’, N’, N’-tetraacetic acid 
ELSA： enzyme linked immunosorbent assay 
EMSA： electrophoresis mobility shift assay 
FRET： fluorescece resonance energy transfer 
HEPES： 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
NF-κB： nuclear factor-kappa B 
PMSF： phenylmethylsulfonyl fluoride 
TRF1： telomeric repeat-binding factor 1 
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第二節 DNA とタンパク質の相互作用を標的とした抗がん剤開発の意義と課題 
転写因子に代表される DNA 結合タンパク質は、細胞の性質の決定に関わる中心的なタンパク質




















ウ マ チ 薬 の T-5224 （ 富 山 化 学 ） が あ る 。 T-5224 は 、 炎 症 に 関 わ る 転 写 因 子 で あ る
c-Fos/activator protein-1 (AP-1)を特異的に阻害する低分子化合物で、AP-1 の立体構造に基づ
いた薬剤設計によって見出された１０。また、抗がん剤としては前臨床段階にある IS3 295 がある１１。
これは、転写因子 STAT3 の DNA 結合を阻害するプラチナ製剤で、NCI2000 diversity seｔを















従来法で最もスループットが高いのは ELSA（Enzyme Linked Immunosorbent Assay）である１４。プ











Heyduck らは、タンパク質が結合した場合にのみ連結される DNA プローブによるホモジニアスな
























第二章 DSE-FRET 原理と実証 
 
第一節 DNA 鎖交換反応（DSE） 
DNA の鎖交換反応（DNA Strand Exchange； DSE)は、異なる二つの二本鎖 DNA 間で DNA 鎖の
交換が行われる現象で、染色体の相同組換えにおいてみられる。Thompsonらは in vitroにおいて
DSE が自発的かつ速やかに生じることを報告している１９。この in vitro での鎖交換は、ヒストン八
量体や転写因子 p53、テロメア結合タンパク質 TRF1 および TRF2 の結合によっても停止すること
が報告されている２０-２２。ヒストン八量体と結合する DNA は 147bp であり、一般的な転写因子の結
合部位と比べると非常に長い。また、p53 による鎖交換停止は、DNA 分岐構造への結合活性によ





















第三節 DSE-FRET の原理 
DSE-FRET の原理を図 2-3-1 に示した。一方の末端に一本鎖部分を持つ部分二本鎖 DNA
（Duplex1）と、二本鎖部分が Duplex1 と相同で一本鎖部分が Duplex1 の一本鎖部分と相補的な部
分二本鎖 DNA（Duplex2）を混合する。Duplex1 と Duplex2 は一本鎖部分で会合して十字構造の四
量体を形成する。Duplex1 と Duplex2 間で自然に鎖交換反応が生じ、やがて四量体が分離して二
本の完全二本鎖 DNA となる（図 2-3-1A）。完全二本鎖 DNA 間での鎖交換はほどんど生じないた
め、ここで一連の反応が終わる。最終産物である完全二本鎖 DNA の蓄積量を計測するために、
Duplex1 を形成する DNA 鎖のうち一方は二本鎖側の末端を蛍光物質で標識し、もう一方の鎖は
消光物質で標識する。これにより Duplex1 単独では消光状態となる。しかし、Duplex2 との間で鎖
交換が生じると、蛍光物質と消光物質は別々の完全二本鎖 DNA へ分配されるので蛍光値が上
昇する。一方で、Duplex2 を加える前にタンパク質が Duplex1 に結合すると、四量体の分離が起き
ず、消光状態が維持される（図2-3-1B）。DNA結合タンパク質の阻害剤が存在すると図 2-3-1Aと
同じく鎖交換反応が進んで蛍光が発せられる。 























第四節 DSE-FRET での NF-κB(p50)の検出 
第一項 NF-κB について 
DSE-FRET が思惑通り機能することを確認するため、転写因子 NF-κB(p50)を用いて検討を行っ
た。NF-κB は Rel ファミリーに属する DNA 結合配列を持つ転写因子で、NF-κB 結合配列
GGGACTTTCC に結合する。NF-κB のコンポーネントには、p50、p52、p65(RelA)、RelB などがあ
り、主にヘテロダイマーを形成して DNA に結合するが、ホモダイマーでも結合することができる。
本実験では組換えヒト p50 ホモダイマー（分子量 94kDa）を用いた。 
 
第二項 プローブ DNA の設計 
リンカー（一本鎖）部分の長さは、in vitro で鎖交換を検出する Yang らの報告２６で 20 mer、
Mckinney らの報告２７で 9mer であったことを参考にして 15 mer とした。自己高次構造を形成しな
いように配慮して 4 組を設計した。 
二本鎖部分の配列は、Chen らの報告２８を参考にしたが、合成 DNA の品質を考慮して、全長が 50 
mer 以下になるように 35 mer に短縮した。 
蛍光標識は最も一般的なフルオレセイン（6-FAM）を採用した。消光物質はフルオレセインとの組
み合わせで一般的な Dabcyl とした。 
NFkB-01-5F : 5' 6FAM-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGCGACTCACTATAGGcggtgtctcgctcgc 3' 
NFkB-02-3D : 5' gcgagcgagacaccgCCTATAGTGAGTCGCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT –Dabcyl 
3' 
NFkB-03 : 5' AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGCGACTCACTATAGGgccacagagcgagcg 3' 
NFkB-04 : 5' cgctcgctctgtggcCCTATAGTGAGTCGCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT 3' 
NFkB-11-5F: 5' 6FAM-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGCGACTCACTATAGGgtggttgggtaaggg 3' 
NFkB-12-3D: 5' cccttacccaaccac CCTATAGTGAGTCGCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-Dabcyl 
3' 
NFkB-13 : 5' AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGCGACTCACTATAGGcaccacaccattccc 3' 
NFkB-14 : 5' gggaatggtgtggtgCCTATAGTGAGTCGCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT 3'  
下線部は NFｋB 結合配列であり、小文字は二量体において一本鎖になるリンカー配列である。 




2 種類の合成オリゴヌクレオチドをそれぞれ 20μl の二量体形成溶液（10 mM HEPES-NaOH 






20 pmol 使用した。 
 
加熱変性とアニーリングは以下の温度条件で行った。 
95℃ 120 秒 - 90℃ 30 秒 - 85℃ 90 秒 - 80℃ 90 秒 - 77℃ 90 秒 - 75℃ 90 秒 - 72℃ 90 秒 - 
70℃ 90 秒 - 67℃ 90 秒 - 65℃ 90 秒 - 62℃ 90 秒 - 60℃ 90 秒 - 57℃ 90 秒 - 55℃ 90 秒 - 
52℃ 90 秒 - 50℃ 90 秒 - 47℃ 90 秒 - 45℃ 90 秒 - 42℃ 90 秒 - 40℃ 90 秒 - 37℃ 90 秒 - 
35℃ 90 秒 - 32℃ 90 秒 - 30℃ 90 秒 
 
0.28 pmol の duplex1（01F/04 あるいは 01F/14）を 20μL の反応溶液（12 mM HEPES-NaOH 
pH7.9 、50 mM KCｌ、0.1 mM EDTA、30.5 mM DTT、11 % glycerol、0.06 % CA-630、5 mM NaCl、0.05 
mM PMSF、1μM ZnSO4）で希釈し、NFκB 結合溶液（10 mM HEPES-NaOH pH7.9、50 mM KCl、
0.1 mM EDTA、25 mM DTT、10 % glycerol、0.05 % CA-630）で希釈した 2.8μL（0.28 pmol） の
duplex2（02D/03 あるいは 02D/13）を加えた後、30℃で反応させた。蛍光値の測定は、リアルタイ
ム PCR 装置ロータージーン 2000（コルベットライフサイエンス社）を用いた。 
 
01F/04、01F/14、11F/04 および 11F/14 は、NFkB-01-5F に導入されたフルオレセインによって蛍
光を発する。しかし、それぞれ02D/03、02D/13、12D/03および12D/13と混合して鎖交換が生じ、
完全な二本鎖二量体 01F|02D および 11F|12D に変換されるとフルオレセインは DABCYL によって
消光される。したがって蛍光値の低下によって、鎖交換を検出することができる。 
鎖交換検出の結果を図 2-4-1 に示した。部分二本鎖プローブを混合すると、蛍光値は経時的に
低下した。01F/14D と 02D/13 の組み合わせが最も効率が高く、蛍光物質のないブランクと同レベ
ルまで低下した。 
 
なお、01F/04 と 03/02D の組み合わせで鎖交換効率が低かった原因を解析したところ、以下に示
すように、NFｋB-01-05F のリンカー3'側 7 塩基と NFkB-03 のリンカー3'側 7 塩基が相補的である
ことがわかった。 
 
NFkB-01-5F : 5' CGGTGTCTCGCTCGC 3' 







































0.28 pmolの duplex1(01F/14)と組み換えヒトNFκB p50（プロメガ社）を20μL の反応溶液（10 mM 
HEPES-NaOH (pH7.9), 50 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 2.5 mM DTT, 10% glycerol, 0.05% Igepal CA-630）
中に混合し、25℃で 30 分間反応させた。その後氷上で 5 分間静置し、NF-κB 結合溶液（10 mM 
HEPES-NaOH pH7.9、50 mM KCl、0.1 mM EDTA、25 mM DTT、10 % glycerol、0.05 % CA-630）で
希釈した 2.8μL（0.28 pmol） の duplex2(02D/13)を加えた後、30℃で 11 分間反応させた。蛍光値
の測定は、リアルタイム PCR 装置ロータージーン 2000（コルベットライフサイエンス社）を用いた。 
 
01F/14 は、NFkB-01-5F に導入されたフルオレセインによって蛍光を発する。しかし、01F/14 を
02D/13 と混合して鎖交換が生じ、完全な二本鎖二量体 01F|02D (NFkB-01-5F と NFkB-02-3D)と



















コンペティターを用いて、DSE-FRET による p50 検出の配列特異性を検証した。 
NF-κB 結合配列を持つ合成オリゴヌクレオチド NFcpt01 と NFcpt02、NF-κB 結合配列を持たな
い合成オリゴヌクレオチド APcpt01 と APcpt02 をそれぞれ混合してデコイオリゴ二量体 NFcpt と
APcpt を調製した。 
 
コンペティターDNA の配列を以下に示す。NFcpt01 と 02、APcpt01 と 02 のそれぞれの組で二本鎖
を形成させて用いた。 
NFcpt01: 5' GCACTAGGGACTTTCCGCCACG 3' 
NFcpt02: 5' CGTGGCGGAAAGTCCCTAGTGC 3' 
APcpt01: 5' GGTGTCATGAGTCAGCTCGGAG 3' 
APcpt02: 5' CTCCGAGCTGACTCATGACACC 3' 
下線部は NF-κB 結合配列である。 
 
1.68 pmol のデコイオリゴ二量体と 0.42 pmol の duplex1(01F/14D)、および 1.58 pmol の組み換えヒ
ト NFκB p50（プロメガ社）、0.42 pmol の duplex2(02/13)を 34.2μL の NFκB 反応溶液中（第四項
と同じ）に混合した後、30℃で 21 分間反応させた。蛍光値の測定はリアルタイム PCR 装置ロータ
ージーン 2000（コルベットライフサイエンス社）を用いた。 
 

















図 2-4-3 コンペティターDNA による特異性確認 
１： NFkBｐ50 タンパク質 0 nM 
２： NFkBｐ50 タンパク質 46.2 nM 
３： NFkBｐ50 タンパク質 46.2 nM、NFcpt 49.1 nM 
４： NFkBｐ50 タンパク質 46.2 nM、APcpt 49.1 nM 
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第五節 DSE-FRET での AP-1（c-Jun）の検出 
第一項 AP-1 について 
DSE-FRET で、組み換えヒト AP-1(c-Jun)タンパク質による鎖交換反応阻害の検出を試みた。 
AP-1 は c-Jun と c-Fos で形成されるヘテロダイマーの転写因子で、ロイシンジッパー型の DNA
結合モチーフを持ち、AP-1 結合配列（たとえば TGAGTCA）に結合する。c-Jun のホモダイマー
（80 kDa）も DNA 結合活性を持つ。 
 
第二項 プローブ DNA の設計 
合成オリゴヌクレオチドの配列を以下に示す。 
AP-15T : TAMRA- 5' CCTGTCGCTTGATGAGTCAGCCGGAAgggaatggacaggtt 3' 
AP-28B : 5' cggtcagagagtagcct TTCCGGCTGACTCATCAAGCGACAGG 3' BHQ1 
AP-36 : 5' aacctgtccattccc TTCCGGCTGACTCATCAAGCGACA 3' 
AP-21 : 5' CCTGTCGCTTGATGAGTCAGCCGGAA aggctactctctgaccg 3' 
二本鎖部分は市販の EMSA 用 DNA（プロメガ社）を参考にした。ただし、Fos/Jun 複合体は DNA
結合により DNA を曲げる（bend する）ことが報告されているため２９、末端の安定性を考慮して 5 
mer 追加して 26 mer とした。 
NF-κB の系では鎖交換によって消光するシステムであったが、AP-1 では鎖交換によって発光す
るシステムを試した。蛍光標識は、フルオレセイン以外でも可能なことを確認するため、TAMRA を
用いた。消光物質は BHQ1 を用いた。 
下線部は AP-1 結合配列。小文字はリンカー配列。リンカー配列は、NF-κB とは異なる配列を設
計した。 
 
図 2-5-1 に示すように、上記の DNA セットでも NF-κB のセットと同様に速やかに鎖交換が進行















96 ウェル(half-area)マイクロプレートで、5μL の 5 nM duplex1(15T/28B)と 40μL の組み換えヒト
c-Jun タンパク質（プロメガ社）を反応溶液（10 mM Tris-HCl [pH7.5], 50 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 
0.5 mM dithiothreitol, 4% glycerol, 1 mM MgCl2, 0.05% Igepal CA-630）中で混合し、室温で 30 分間
反応させた。5μL の duplex2(50 nM 21/36)を添加し、室温で 30 分静置したのち蛍光値を蛍光マイ
クロプレートリーダー（Ultra、テカン社）で測定した（励起 535 nm、検出 595 nm）。 
 
図 2-5-2 に示したように、c-Jun 濃度に依存した蛍光値低下が確認できた。 
蛍光値の低下（鎖交換の抑制）は、7.5 nM まで速やかに低下した。0.5 nM のプローブに対して、





















図 2-5-2 DSE-FRET による AP-1（c-Jun）の検出 
15T|36：最終産物のモデル 
15T/28B+21/36 ： 鎖交換反応 
15T/28B：ベースライン 




コンペティターを用いて、DSE-FRET による c-Jun 検出の配列特異性を検証した。 
AP-1 結合配列を持つ合成オリゴヌクレオチド APcpt05 と 06、AP-1 結合配列に変異を導入した




APcpt05 : 5' CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA 3' 
APcpt06 : 5' TTCCGGCTGACTCATCAAGCG 3' 
APcpt07 : 5' CGCTTGAAGCGACTGCCGGAA 3' 
APcpt08 : 5' TTCCGGCAGTCGCTTCAAGCG 3' 
下線部が AP1 結合配列で、赤字は変異導入部分である。 
 
図 2-5-3 に示したように、特異的コンペティター（Ac05|06）でコンペティター濃度依存的に蛍光値



















図 2-5-3 コンペティターDNA による特異性確認 




第六節 DSE-FRET による Sp1 の検出 
第一項 Sp1 について 
DSE-FRET で、組み換えヒト Sp1 タンパク質による鎖交換反応阻害の検出を試みた。 
Sp1 は Zn フィンガー型の DNA 結合モチーフを持つ 93kDa の転写因子で、Sp1 結合配列（例えば
GGGGCGGGGC）に結合する。NF-κB(p50)と AP-1(c-Jun)が二量体を形成して DNA に結合する
のに対し、Sp1 は単量体で結合する３０、３１。 
 
第二項 プローブ DNA の設計 
合成オリゴヌクレオチドの配列を以下に示す。 
SP-05-5C3 : 5' Cy3- ATTCGATCGGGGCGGGGCGACGAGCgggaatggacaggtt 3' 
SP-08-3B1 : 5' cggtcagagagtagcctGCTCGTCGCCCCGCCCCGATCGAAT –BHQ1 3' 
SP-07  : 5' ATTCGATCGGGGCGGGGCGACGAGCaggctactctctgaccg 3' 
SP-06 : 5' aacctgtccattcccGCTCGTCGCCCCGCCCCGATCGAAT 3' 
二本鎖部分は市販の EMSA 用 DNA（プロメガ社）を参考にした。リンカー配列は AP-1 と同じもの
とした。AP-1 と同様に、鎖交換によって発光するシステムとした。蛍光物質は Cy3 を採用した。 
Cy3 は TAMRA と同じ波長で測定できる。 
 
鎖交換の結果を図 2-6-1 に示した。鎖交換の効率は同じリンカーを使った AP-1 と比べて著しく低
かった。この原因は不明である。AP-1 プローブに比べて GC 含量が高いことが影響しているかも
しれない。あるいはCy3が鎖交換を阻害するのかもしれない。鎖交換の蛍光値（05C/08B+07/06）















図 2-6-1 Sp1 プローブセットの鎖交換 
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第三項 Sp1 の濃度依存的検出 
 
96 ウェル(half-area)マイクロプレートで、5μL の duplex1(5 nM 05C/08B)と 40μL の組み換えヒト
Sp1 タンパク質（プロメガ社）を反応溶液（10 mM HEPES-NaOH [pH7.9], 50 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 
2.5 mM DTT, 10% glycerol, 0.05% Igepal CA-630）中で混合し、室温で 30 分間反応させた。5μL の
duplex2(50 nM 07/06)を添加し、室温で 30 分静置したのち蛍光値を蛍光マイクロプレートリーダー
（Ultra、テカン社）で測定した（励起 535 nm、検出 595 nm）。 
 
結果を図 2-6-2 に示した。 
Sp1 タンパク質の濃度依存的に蛍光値が低下した。 
























図 2-6-2 DSE-FRET による Sp1 の検出 
05C|06：最終産物のモデル 
05C/08B+07/06 ： 鎖交換反応 
05C/08B：ベースライン 




第四項 Sp1 検出の特異性の確認 
コンペティターを用いて、DSE-FRET による Sp1 タンパク質検出の配列特異性を確認した。 
Sp1 結合配列を持つ合成オリゴヌクレオチド SPcpt05 と SPcpt 06、Sp1 結合配列に変異を導入し




SPcpt05 : ATTCGATCGGGGCGGGGCGACGAGC 
SPcpt06 : GCTCGTCGCCCCGCCCCGATCGAAT 
SPcpt07 : ATTCGATCGTGTCGTGTCGACGAGC 
SPcpt08 : GCTCGTCGACACGACACGATCGAAT 
下線部が Sp1 結合配列、赤字が変異を示している。 
 




















図 2-6-3 コンペティターDNA による特異性確認 














SP-05-5C3 : 5' Cy3- ATTCGATCGGGGCGGGGCGACGAGCgggaatggacaggtt 3' 
SP-08-3B1 : 5' cggtcagagagtagcctGCTCGTCGCCCCGCCCCGATCGAAT –BHQ1 3' 
 
SP-07  :5' ATTCGATCGGGGCGGGGCGACGAGCaggctactctctgaccg 3' 
SP-21 :5’ ATTCGATCGGGGCGGGGCGCCGAGC aggctactctctgaccg 3' 
SP-41 :5’ ATTCGATCGGGGCGGGGCG_CGAGC aggctactctctgaccg 3' 
 
SP-06  :5' aacctgtccattcccGCTCGTCGCCCCGCCCCGATCGAAT 3' 
SP-22 :5’ aacctgtccattccc GCTCGGCGCCCCGCCCCGATCGAAT 3' 
SP-38 :5’ aacctgtccattccc GCTCGACGCCCCGCCCCGATCGAAT 3' 
 
赤字で示した部分が元となった DNA に対して変更した部分である。なお、SP-41 は塩基を置換す
るのではなく欠損させた。 
SP-05-5C3 と SP-08-3B1 からなる duplex1（05C/08B）に対して、duplex2 として、SP07 と SP-06
からなる 06/07、SP21 と SP-22 からなる 21/22、あるいは SP-41 と SP-38 からなる 41/38 を反応
させた。21/22 と 41/38 は、05C/08B との鎖交換において、分岐部分にミスマッチを生じる。 
結果を図 2-6-4 に示した。21/22 は鎖交換が大きく低下した。41/38 でも低下したが軽微であった。
Panyutin らは、ミスマッチによって鎖交換が停止すると報告している２３。今回の検討で 21/22 でも
遅延しつつも鎖交換が進行したのは、反応液にマグネシウムが存在しないことが影響している可
能性がある。 








第六項 ミスマッチプローブによる Sp1 の濃度依存的検出 
ミスマッチプローブを用いて、Sp1 の濃度依存的検出を試みた。 
図 2-6-4 で示したように、21/22 は、30 分後では鎖交換効率が 06/07 の 50%程度にとどまったが、
120 分後では 70%程度にまで上昇した。このため、30 分後と 120 分後で評価した（図 2-6-5）。 



























図 2-6-5 ミスマッチプローブによる Sp1 の検出 
A： プローブ混合 30 分後の蛍光値 
B： プローブ混合 30 分後の Sp1 未添加に対する相対蛍光値 
C： プローブ混合 120 分後の蛍光値 






第七項 ミスマッチプローブによる Sp1 検出の特異性の確認 
ミスマッチプローブによって増強された DSE-FRET の特異性を本節第四項と同様の方法で確認し















図 2-6-6 ミスマッチプローブによる Sp1 の検出の特異性の確認 
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第七節 DSE-FRET による TRF2 の検出 
第一項 TRF2 について 
Telemeric Repeat Binding Factor 2 (TRF2)は、テロメアの二本鎖 DNA に配列特異的(TTAGGG)に
結合するタンパク質で、染色体末端を保護するテロメア構造（t-loop）の維持および制御において
重要な役割を果たしている３４、３５。DNA 結合性の薬剤テロメスタチンで t-loop を形成を阻害すると
がん細胞がアポトーシスを起こすことから、TRF2 阻害剤でも同様の機序で抗がん作用が期待で
きる。実際に、ドミナントネガティブな欠損型 TRF2 の導入によって TRF2 のテロメアへの結合を阻
害すると、露出した染色体末端が DNA 損傷応答を引き起こして染色体末端が融合し、アポトーシ




第二項 昆虫細胞による TRF2 タンパク質の発現と精製 
組換えヒト TRF2 は先行文献３６、３７を参考に、昆虫細胞 Sf9 で発現させた。TRF2 は N 末側の Basic
ドメイン（B ドメイン）と C 末側の Myb ドメイン（M ドメイン）で DNA に結合する。B ドメインは配列で






１） cDNA（IHW09084、湧永製薬 北岡氏から分与された）から全長 TRF2 断片を PCR により取得
した。 
 PCR 条件 
 25 uL PrimestarMax premix (Takara 社) 
 2 uL 0.26 ng/uL cDNA 
 2 uL 5uM primer (TRF2-F-1-1) 
 2 uL 5uL primer (TRF2-R-1362-1) 
 19 uL water 
 50 uL total 
 
 Cycle  98℃ 10sec – 55℃ 5 sec – 72℃ 15sec  x 35 cycle (ABI 社 9700 を使用) 
→ 全長 TRF2 で、1530bp の増幅物を取得した。 
 
２） pIVEX2.4d （ロシュ） NotI/XhoI へ挿入し、JM109 形質転換し、プラスミドを取得した。 




 プライマーは、TRF2-F995-1、TRF2-F260-1、TRF2-F630-1、TRF2-F1371-1 を使用した。 
 
４） 全長 TRF2 プラスミドから、ΔB（dB）、ΔM（dM）、およびΔBΔM（dBdM）フラグメントを PCR で
増幅して取得した。 
プライマー 
dB ： TRF2-F-133-1、TRF2-R-1503-1 1398 bp 
 PCR 条件 
 25 uL PrimestarMax premix (Takara 社) 
  2 uL 137pg/μL plasmid 
  2 uL 5uM forward primer 
  2 uL 5uM reverse primer 
 19 uL water 
 50 uL total 
Cycle ： 98℃ 10sec – 55℃ 5 sec – 72℃ 15sec  x 30 cycle (ABI 社 9700 を使用) 
 







７）XbaI /XhoI 切断して pFastBac1（invitrogen 社）の XbaI /XhoI サイトへ挿入し、JM109 を形質転
換した。 
 
８） プラスミドを調製し、XhoI/EcoRI で目的断片が挿入されていることを確認した。 
 
９） プラスミドは、pFB-TRF2-dB-1 と命名した。 
 
１０） 上記プラスミドで DH10Bac（invitrogen 社）を形質転換し、培養して、フェノールクロロフォルム
処理で Bacmid を得た。 
 
１１） Bacmid に TRF2 断片が挿入されていることは PCR で確認した。 
 PCR 条件 
  5 uL Primestar Max premix (Takara 社) 
  1 uL bacmid (未定量) 
  2 uL 0.8uM TRF2-F995-1 
  2 uL 0.8uM M13R18 
10 uL total 
Cycle ： 98℃ 10sec – 55℃ 5 sec – 72℃ 15sec  x 35 cycle (ABI 社 9700 を使用) 
 
１２） 大量培養で、Bacmid を得た。 







 Confuent になった細胞 （75mm フラスコ 1 枚）をはがして、培地ごと 50mL チューブに移した。 
 6 ウェルプレートに 1.5mL ずつ 培地（Sf-900II SFM ※抗生物質無し）を分注した。 




DNA-セルフェクチン混合液は、1ug の DNA(100μl)に対して、6/100 希釈のセルフェクチンを 100
μl 加えて調製した。 
28℃で 72 時間培養後、ピペッティングで軽く懸濁し、培養液を回収した。 
 
３）ウィルス液の回収 
遠心（1000xg、5 分）で培養上清（P1）を回収した。使用まで 4℃保存した。 
 
４）P1 感染 
75mm フラスコの Sf9 を 1：3 で継代し、1 時間静置した。 
各フラスコに 1ｍL の P1 ウィルス液を入れ、28℃で 72 時間培養した。 
 
４）P2 ウィルス液と細胞の回収、可溶化 
スクレイパーで細胞をはがし、遠心（1000xg、5 分）し、上清を P2 として回収した。 
沈殿を氷冷した PBS で洗浄し、氷冷した可溶化液（1% IGEPAL CA630）を加えて懸濁した後、遠心









 ATAAGAAT GCGGCCGC atggcgggaggaggcg 
 Fw 用。5’に NotI(GCGGCCGC)を付加した。 
TRF2-R-1503-1 
 TTCCG CTCGAG TCAGTTCATGCCAAGTCTTTTC 
 Rev 用。5’に XhoI(CTCGAG)を付加した。 




 TTCCG CTCGAG TTCTTCTACAGTCCACTTCTGC 
 delM の Rev 用。文献３７を改変、5’に XhoI 付加。 
 
シーケンス用プライマー 
おおよそ 400bp 刻みで両鎖をシークエンス確認できるよにプライマーを設定した。 












































atggcgggag gaggcgggag tagcgacggc agcgggcggg cagctggcag gcgggcgtcc cgcagtagcg 
ggcgggcccg gcgggggcgc cacgagccgg ggctgggggg cccggcggag cgcggcgcgg gggaggcacg 
gctggaagag gcagtcaatc gctgggtgct caagttctac ttccacgagg cgctgcgggc ctttcggggt agccggtacg 
gggacttcag acagatccgg gacatcatgc aggctttgct tgtcaggccc ttggggaagg agcacaccgt gtcccgattg 
ctgcgggtta tgcagtgtct gtcgcggatt gaagaagggg aaaatttaga ctgttccttt gatatggagg ctgagctcac 
accactggaa tcagctatca atgtgctgga gatgattaaa acggaattta cactgacaga agcagtggtc gaatccagta 
gaaaactggt caaggaagct gctgtcatta tttgtatcaa aaacaaagaa tttgaaaagg cttcaaaaat tttgaaaaaa 
catatgtcca aggaccccac aactcagaag ctgagaaatg atctcctgaa tattattcga gaaaagaact tggcccatcc 
tgttatccag aacttttcat atgagacctt ccagcagaag atgctgcgct tcctggagag ccacctggat gacgccgagc 
cctacctcct cacgatggcc aaaaaggctt tgaaatctga gtccgctgcc tcaagtacag ggaaggaaga 
taaacagcca gcaccagggc ctgtggaaaa gccacccaga gaacccgcaa ggcagctacg gaatcctcca 
accaccattg gaatgatgac tctgaaagca gctttcaaga ctctgtctgg tgcacaggat tctgaggcag cctttgcaaa 
actggaccag aaggatctgg ttcttcctac tcaagctctc ccagcatcac cagccctcaa aaacaagaga 
cccagaaaag atgaaaacga aagttcagcc ccggctgacg gtgagggtgg ctcggaactg cagcccaaga 
acaagcgcat gacaataagc agattggtct tggaggagga cagccagagt actgagccca gcgcaggcct 
caactcctcc caggaggccg cttcagcgcc accatccaag cccaccgttc tcaaccaacc cctccctgga 
gagaagaatc ccaaagtacc caaaggcaag tggaacagct ctaatggggt tgaagaaaag gagacttggg 
tggaagagga tgaactgttt caagttcagg cagcaccaga tgaagacagt acaaccaata taacaaaaaa 
gcagaagtgg actgtagaag aaagcgagtg ggtcaaggct ggagtgcaga aatatgggga aggaaactgg gctgccattt 
ctaaaaatta cccatttgtt aaccgaacag ctgtgatgat taaggatcgc tggcggacca tgaaaagact tggcatgaac 
tga******* ********** 
 
赤字が FwSeq プライマー 































**gaggcacg gctggaagag gcagtcaatc gctgggtgct caagttctac ttccacgagg cgctgcgggc ctttcggggt 
agccggtacg gggacttcag acagatccgg gacatcatgc aggctttgct tgtcaggccc ttggggaagg agcacaccgt 
gtcccgattg ctgcgggtta tgcagtgtct gtcgcggatt gaagaagggg aaaatttaga ctgttccttt gatatggagg 
ctgagctcac accactggaa tcagctatca atgtgctgga gatgattaaa acggaattta cactgacaga agcagtggtc 
gaatccagta gaaaactggt caaggaagct gctgtcatta tttgtatcaa aaacaaagaa tttgaaaagg cttcaaaaat 
tttgaaaaaa catatgtcca aggaccccac aactcagaag ctgagaaatg atctcctgaa tattattcga gaaaagaact 
tggcccatcc tgttatccag aacttttcat atgagacctt ccagcagaag atgctgcgct tcctggagag ccacctggat 
gacgccgagc cctacctcct cacgatggcc aaaaaggctt tgaaatctga gtccgctgcc tcaagtacag 
ggaaggaaga taaacagcca gcaccagggc ctgtggaaaa gccacccaga gaacccgcaa ggcagctacg 
gaatcctcca accaccattg gaatgatgac tctgaaagca gctttcaaga ctctgtctgg tgcacaggat tctgaggcag 
cctttgcaaa actggaccag aaggatctgg ttcttcctac tcaagctctc ccagcatcac cagccctcaa 
aaacaagaga cccagaaaag atgaaaacga aagttcagcc ccggctgacg gtgagggtgg ctcggaactg 
cagcccaaga acaagcgcat gacaataagc agattggtct tggaggagga cagccagagt actgagccca 
gcgcaggcct caactcctcc caggaggccg cttcagcgcc accatccaag cccaccgttc tcaaccaacc 
cctccctgga gagaagaatc ccaaagtacc caaaggcaag tggaacagct ctaatggggt tgaagaaaag 
gagacttggg tggaagagga tgaactgttt caagttcagg cagcaccaga tgaagacagt acaaccaata taacaaaaaa 
gcagaagtgg actgtagaag aaagcgagtg ggtcaaggct ggagtgcaga aatatgggga aggaaactgg gctgccattt 
ctaaaaatta cccatttgtt aaccgaacag ctgtgatgat taaggatcgc tggcggacca tgaaaagact tggcatgaac 
tga******* ********** 
 
赤字が FwSeq プライマー 













細胞については、研究室内で冷凍保存されていた Sf9 株（Sf9Y）、新規に購入した Sf9 株（Sf9N）
に加えて、Sf9 と類似ではあるが、細胞が大きく収量が多いとされる Sf21 を用いた。Sf9 は、一般
的には血清を添加した培地で培養するが、無血清培地に馴化した株も市販されている。管理の簡
便性やコストから、当初は無血清培地用の Sf9 を用いていた。 
 
目的産物の収量および純度に最も影響したのは細胞の種類だった。研究室内で冷凍保存されて
いた Sf9Y が最も収量が高かった。また、新規購入の Sf9N で顕著だが、血清を加えた方が収量が
高かった（レーン 3 と 4）。感染後の培養時間の影響は軽微だが、短いほうが分解産物は少なかっ






































電気泳動 感染条件 培養 Ni-NTA精製物
番号 細胞 継代時希釈 感染日 ウィルスロットと使用量 2% FBS 時間 ng/uL
1 Sf9N ｘ3 非感染コンロール 72h 467
2 Sf9N ｘ3 非感染コンロール ○ 72h 569
3 Sf9N ｘ3 080617 080128_P3 1mL 72h 242
4 Sf9N ｘ3 080617 080128_P3 1mL ○ 72h 450
5 Sf21 ｘ3 非感染コンロール 72h 585
6 Sf21 ｘ3 非感染コンロール ○ 72h 664
7 Sf21 ｘ3 080617 080128_P3 1mL 72h 779
8 Sf21 ｘ3 080617 080128_P3 1mL ○ 72h 683
9 Sf21 ｘ3 080604 080522_P4 1mL 86h 682
10 Sf21 ｘ3 080604 080522_P4 1mL 94h 602
11 Sf21 ｘ3 080604 080522_P4 1mL 108h 563
12 Sf21 ｘ3 080604 080602_P5 1mL 86h 724
13 Sf21 ｘ3 080604 080602_P5 1mL 94h 785
14 Sf21 ｘ3 080604 080602_P5 1mL 108h 832
15 Sf9Y ｘ3 非感染コンロール 68h 771
16 Sf9Y ｘ3 非感染コンロール ○ 68h 563
17 Sf9Y ｘ3 080619 080128_P3 0.2mL 68h 342
18 Sf9Y ｘ3 080619 080128_P3 0.2mL ○ 68h 491
19 Sf9Y ｘ3 080619 080128_P3 1mL 68h 321
20 Sf9Y ｘ3 080619 080128_P3 1mL ○ 68h 683
21 Sf9Y ｘ3 080619 080612-2-1_P4 1mL 68h 278
22 Sf9Y ｘ3 080619 080612-2-1_P4 1mL ○ 68h 512
23 Sf9Y ｘ2 080620 080128_P3 1mL 34h 435
24 Sf9Y ｘ2 080620 080128_P3 1mL 48h 435
25 Sf9Y ｘ2 080620 080128_P3 1mL ○ 34h 717
26 Sf9Y ｘ2 080620 080128_P3 1mL ○ 48h 662
27 Sf9Y ｘ2 080620 080128_P3 1mL ○ 70h 659
28 Sf9Y ｘ2, 培養上清除去 080620 080128_P3 1mL 34h 302
細胞株 
 Sf9N （新規購入した Sf9） 
 Sf9Y （冷凍保存の Sf9） 
 Sf21 
培養と感染 
 72cm2 フラスコ コンフルエント 
→ 継代 （±FBS） 
→ 一時間静置 







図 2-7-1 組換え TRF2ΔB 発現条件の検討 
表に示した条件を試みた。精製した TRF2 を SDS-PAGE で分析した結果を写真に示した（CBB 染色） 
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第三項 プローブ DNA の設計 
TRF2 の認識配列は、5’ YTAGGGTTR 3’である３８。認識配列が多いほど鎖交換停止能は高くな





TLM-01-5C  5’ Cy3-AGTTGAGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGCAGG cggtgtctcgctcgc 3' 
TLM-02-3B  5’ gcgagcgagacaccg CCTGCCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACTCAACT –BHQ1 3' 
TLM-05  5’ AGTTGAGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGCAGG caccacaccattccc 3' 
TLM-06  5’ gggaatggagtggtg CCTGCCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACTCAACT 3' 
 
変異テロメアオリゴ 
TLM-13-5C3  5’ Cy3-AGTTGAGTTAGCGTTAGCGTTAGCGTTAGCGCAGG cggtgtctcgctcgc 3' 
TLM-14-3B1 5’ gcgagcgagacaccg CCTGCGCTAACGCTAACGCTAACGCTAACTCAACT -BHQ1 
TLM-15  5’ AGTTGAGTTAGCGTTAGCGTTAGCGTTAGCGCAGG caccacaccattccc 3 
TLM-16   5’ gggaatggagtggtg CCTGCGCTAACGCTAACGCTAACGCTAACTCAACT 
赤字部分が変異させた塩基を示している。 
 
第四項 TRF2ΔB の検出 
 合成オリゴヌクレオチドTLM-06と5’末端をCy3で標識した合成オリゴヌクレオチドTLM-01-5C3
を混合して蛍光二量体 01C/06 を形成させた。01C/06 は TRF2 結合配列を持つ。合成オリゴヌク
レオチド TLM-16 と 5’末端を Cy3 で標識した合成オリゴヌクレオチド TLM-13-5C3 を混合して蛍
光二量体 13C/16 を形成させた。13C/16 は TRF2 結合配列を持たない。合成オリゴヌクレオチド
TLM-05 と 3’末端を BHQ1 で標識した合成オリゴヌクレオチド TLM-02-3B1 を混合して二量体
02B/05 を形成させた。02B/05 は TRF2 結合配列を持つ。合成オリゴヌクレオチド TLM-15 と 3’末
端を BHQ1 で標識した合成オリゴヌクレオチド TLM-14-3B1 を混合して二量体 14B/15 を形成させ
た。14B/15 は TRF2 結合配列を持たない。100 fmol の 01C/06 あるいは 13C/16 と 1μg の TRF2
ΔB を反応溶液（10 mM HEPES-NaOH pH7.9、150 mM KCl、0.1 mM EDTA、5 mM DTT、10 % 
glycerol、0.05 % CA-630、20μL）中に混合して、25℃で 30 分間反応させた。01C/06 あるいは
13C/16 に、それぞれ 100 fmol の 02B/05 あるいは 14B/15 を加えて 50μL とした後、25℃で 60
分間反応させて、蛍光プレートリーダーUltra（テカン社）を用いて Cy3 の蛍光値を測定した。 
 01C/06 は、02B/05 と混合させると四量体を形成し、分岐移動を経て完全な鎖交換が行われて、
TLM-01-5C3 と TLM-02-3B1 からなる消光二量体 01C|02B に変換される。TLM-01-5C3 の Cy3
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ヒスタグ TRF1の精製後の透析バッファー





0.5 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)
Buffer D+K (300mM KCl )
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ヒスタグ TRF1の精製後の透析バッファー





0.5 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)
め、蛍光値低下が妨げられる。13C/16 と 14B/15 の組み合わせでも同様の現象が起きる。 
 
組換えヒト TRF2ΔB の透析バッファーは文献３９、４０を参考に 2 種類を比較した。 




























































図 2-7-2  DSE-FRET による組換え TRF2Δの検出 
A： テロメア配列を持つプローブに、バッファーD で透析した TRF2ΔB を添加した。 
B： テロメア配列を持たないプローブに、バッファーD で透析した TRF2ΔB を添加した。 
C： テロメア配列を持つプローブに、バッファーDK で透析した TRF2ΔB を添加した。 
D： テロメア配列を持たないプローブに、バッファーDK で透析した TRF2ΔB を添加した。 













た。これらはそれぞれ、Rel ドメイン、ロイシンジッパー、および Zn フィンガーという、それぞれ異な
る構造のドメインで DNA に結合する。また、NF-κB（p50）、AP-1(c-Jun)はホモ二量体を形成して




第二項 DSE-FRET の実用性について 
本研究では、鎖交換の停止を利用した新規の方法によって DNA 結合タンパク質阻害剤のスクリ
ーニング系を構築することを目標としている。ここまでで示したように、 NF-κB（p50）、
AP-1(c-Jun)および Sp1 で、タンパク質の DNA への結合を濃度依存的かつ配列特異的に検出で
きることが示された。また、蛍光物質として Fluorescein、TAMRA、および Cy3 が使用できることが
示された。これらは一般的な蛍光プレートリーダーで使用できる蛍光物質であることから、本法の
































第三章 NF-κB 阻害剤スクリーニング系の最適化 

























表 3-1 がんにおける NF-κB の遺伝子異常および過剰発現 
（Rayet らの報告４１を改変） 






Diffuse large cell lymphoma 
Primary mediastinal B-cell lymphoma 
Follicular large cell lymphoma 
Follicular lymphoma 
Diffuse large cell lymphoma 
Overexpression Non-small cell lung cancer 
relA Chromosomal rearrangement 
Chromosomal rearrangement 
Amplification 
Amino acid substitution 
B-cell non-Hodgkin's lymphoma 
Multiple myeloma 







Squamous head and neck carcinoma 
Breast adenocarcinoma 
Stomach adenocarcinoma 
Thyroid carcinoma cell lines 
Non-small cell lung carcinoma 







Non-small cell lung carcinoma 
Colon cancer cell lines 
Prostate cancer cell lines 
Breast cancer cell lines 
Bone cancer cell lines 





Cutaneous T-cell lymphoma 
B-cell non-Hodgkin's lymphoma 








B-cell chronic lymphocytic leukemia 
B-cell non-Hodgkin's lymphoma 
ikba Mutation/truncation Hodgkin's lymphoma 





 NF-κB の DNA 結合親和性に影響する因子として塩濃度が知られている５４－５６。また、鎖交換
反応にも塩濃度は影響すると考えられるため、塩濃度の検討を行った。なお、温度については室
温付近で差がなく、pH については pH7～8.5 で最も親和性が高い報告されており５４、現行の条件
が pH7.9 であるため検討を行わなかった。 
 30 mM から 150 mM の KCｌ濃度で DSE-FERT を実施したところ、30 mM KCｌで鎖交換の効率が
著しく低下した。90 mM 以上では差がなかった。60 mM では 90 mM よりも低いが差は小さかった
（図3-2-1A）。p50およびp52への影響は、タンパク質未添加の蛍光値との比で表した（図3-2-1B, 
C）。相対蛍光値が低いほど、タンパク質による鎖交換阻害の程度が大きいことを意味する。p50
は 60 mM KCl で最も蛍光値が低く、p52 は 60 mM と 90 mM で最も低かった。この結果から、以後
の検討は、60 mM KCl で行うこととした。 















































図 3-2-1 鎖交換に対する KCl 濃度の影響 
A： 30, 60, 90, 120, 150 mM KCl における DSE-FRET（タンパク質未添加）の蛍光値。 
B： p50 による鎖交換の抑制（蛍光値の低下）。p50 未添加の蛍光値に対する相対値。 
C： p52 による鎖交換の抑制（蛍光値の低下）。p52 未添加の蛍光値に対する相対値。 
5μl の 80 nM 01F/14D に、40μl のタンパク質溶液（100nM 組換えヒト p50 あるいは p52）
を加え、続いて5μlの160nM 02/13 を加えて、蛍光値を測定した。バッファー組成は、10 mM 






 当初設定した条件では、5μl の阻害剤に、5μl の duplex1 を加え、さらに 35μl のタンパク質、




100μM で NF-κB を阻害することが報告されているが５７、DSE-FRET では、終濃度 100μM で鎖
交換蛍光値（01F/14D + 02/13）が半減し、1000μM では 1／10 以下になった。蛍光リファレンス
（01F|02）でも同様であったので、EB が鎖交換を阻害するのではなく、単に励起光や蛍光が吸収さ
れたと考えられた。蛍光値への影響が少ない終濃度 10μM で、p50 および p52 の結合への影響
調べたが、阻害効果は明確ではなかった（図 3-2-3）。 
 この問題を解決するため、液量の配分を以下のように変更した。さらに、混合の手順も、阻害剤
とタンパク質を混合した後 30 分間静置し、duplex1 を添加した後にさらに 10 分間静置した。 
 
 変更前  変更後 
阻害剤 5μl  → 0.5μl 
duplex1 5μl → 5μl  
タンパク質 35μl → 5μl 
duplex2 5μl → 40μl 
 
 図 3-2-4 に示した通り、タンパク質未添加（Protein-）では、EB 添加によって蛍光値の変化はほ
とんどなかった。一方で、p50 によって抑制された鎖交換蛍光値（01F/14F+02/13）は、EB によって






































図 3-2-2 DSE-FRET における EvansBlue(EB)の影響 
01F|02 ：  蛍 光 リ フ ァ レ ン ス （ 鎖 交 換 産 物 モ デ ル ） 、 01F/14D ： 消 光 リ フ ァ レ ン ス （ duplex1 ） 、
01F/14D+02/03： duplex1 と duplex2 を混合。蛍光値はｓ60 分後に測定した。タンパク質未添加。EB 濃度
は終濃度を示している。 
図 3-2-3 DSE-FRET による NF-κB 検出における EvansBlue(EB)の影響 
5μl の 100μM Evans Blue (終濃度 10 μM)と 5μL の 80 nM duplex1、35μl の 57 nM（終濃度 40 nM）

































図 3-2-4 液量変更による DSE-FRET による NF-κB 検出における EvansBlue(EB)の影響の軽減 
0.5μlの1000μM Evans Blue (終濃度 10μM)と 5μLの 40 nM duplex1、5μl の400 nM（終濃度40nM）




従来は、duplex1 とタンパク質の混合後、速やかに duplex2 を添加していた。しかし、duplex1 とタン
パク質を長時間反応させれば、より鎖交換抑制効果が高まると考え、反応時間の検討を行った
（図 3-2-5）。 























図 3-2-5 反応時間の影響 
5μL の 40 nM duplex1 に、5μl の 400 nM（終濃度 40nM）p50、あるいは 40μl の 50 nM（終濃度 40nM）





p50 の濃度依存的に蛍光値の低下が認められた（図 3-2-6A）。1600 nM の p50（duplex1 との反応
では 800 nM、終濃度では 160 nM）でほぼ完全に鎖交換を抑制した。また、蛍光リファレンス（鎖交























図 3-2-6 濃度依存的な NF-κB（p50）の検出 
5μL の 40 nM duplex1 に、5μl の 400～3200 nM の p50 を添加し、30 分間静置した後、40μl の 10 nM 
duplex2 を添加して蛍光値を測定した。エラーバーは±3x 標準偏差（n=4）。 
A： 蛍光値の経時的変化。 
B： 蛍光リファレンス（01F|02）、鎖交換（01F/02+02/13）、消光リファレンス（01F/14D）への p50 の影











そこで、duplex1 と duplex2 の濃度を、これまでの 4nM：8nM から下げて、最適な濃度を比率を検討
した（図 3-2-7）。予備検討の結果と一致して、蛍光値は duplex1 濃度に依存し、鎖交換の初速度
および 60 分での到達点は、duplex2 濃度が高い方が高かった。また、鎖交換抑制の度合い
（%Suppress）は、duplex1 濃度が低く、duplex2比率が低い方が大きく、1nM：2nMで最大の 93%であ
った（表 3-2-1）。 
アッセイ系としての評価は、鎖交換の抑制率だけでなく、S/B と Z'-factor が重要である。S/B は、
2nM：4nM が最も高かったが、他条件との差は小さく、どの条件でも十分使用できるレベルであっ
た。Z'-factor も、どの条件でも良好であり、中でも 2nM：8nM で 0.93 と非常に高い値であった（表
3-2-1）。Z'-factor を重視し、2nM：8nM を採用した。なお、2nM：8nMでは鎖交換が完全には抑制さ




表 3-2-1 プローブ濃度の影響 
Duplex1 (nM) Duplex2 (nM) %Suppress S/B Z'-factor 
4 8 58 1.9 0.77 
2 4 76 2.3 0.90 
2 8 71 2.2 0.93 
1 2 93 2.1 0.83 
1 8 76 1.9 0.82 
 
%Suppress＝ 
 100 - （平均蛍光値[タンパク質添加] – 平均蛍光値[消光リファレンス]）／（平均蛍光値[タンパク質未添加] – 平均蛍
光値[消光リファレンス]）×100 
 
S/B ＝ 平均蛍光値[タンパク質未添加] ／ 平均蛍光値[タンパク質添加] 
 
Z'-factor ＝ 
 1- (3×標準偏差[タンパク質未添加] ＋ 3×標準偏差[タンパク質添加]) 








































図 3-2-7  プローブ濃度の検討 
5μL の各濃度 duplex1 に、5μl の 400nM p50 を添加し、30 分間反応させた後、35μl の各濃度











ターDNA を作成した。以下に配列を示す（赤字が変異部分）。変異の数は、1、2、3、4 塩基とした。 
 
NF-cpt1 5' AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3' 
 3' TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCG 5' 
 
NF-cpt2 5' AGTTGAGAGGACTTTCCCAGGC 3' 
 3' TCAACTCTCCTGAAAGGGTCCG 5' 
 
NF-cpt3 5' AGTTGAGATGACTTTCCCAGGC 3' 
 3' TCAACTCTACTGAAAGGGTCCG 5' 
 
NF-cpt4 5' AGTTGAGATTACTTTCCCAGGC 3' 
 3' TCAACTCTAATGAAAGGGTCCG 5' 
 
NF-cpt5 5' AGTTGAGATTACTTTCACAGGC 3' 
 3' TCAACTCTAATGAAAGTGTCCG 5' 
 
さらに、NF-cpt5 と同じ変異を導入したプローブ（83F/92D、87/96）でも特異性を確認した。 
NFkB-83-5F 5’ 6FAM- AGTTGAGATTACTTTCACAGGCGACTCACTATAGG cggtgtctcgctcgc 3' 
NFkB-92-3D 5’ gggaatggtgtggtg CCTATAGTGAGTCGCCTGTGAAAGTAATCTCAACT –Dabcyl 3' 
NFkB-96 5' gcgagcgagacaccg CCTATAGTGAGTCGCCTGTGAAAGTAATCTCAACT 3' 
NFkB-87 5' AGTTGAGATTACTTTCACAGGCGACTCACTATAGG caccacaccattccc 3' 
 









































図 3-2-9 特異性の確認 
2.5μL の 2000 nM コンペティターDNA と 2. 5μl の 400nM p50 を添加し、30 分静置した後、5μl の 20 





ここまでで定めた条件で、既知の NF-κB 阻害剤を検出できるか確認した。 
阻害剤は Evans Blue(EB)と dehydroxymethylepoxyquinomicin ([－]-DHMEQ）を用いた。EB は
EMSA によって NF-κB 阻害効果が認められており、分子モデリングで p50 の DNA 結合領域に結
合すると予想されている５７。EB について用量応答性試験を行った結果を図 3-2-10 に示した。EB
濃度に依存して蛍光値が上昇した。前述のように、EB は 100μM で NF-κB を完全に阻害した報
告されている５７。これは核抽出液を用いた EMSA による報告であるので、単純比較はできないが、
DSE-FRET では 30μM で完全に NF-κB を阻害し、大きな差のない結果であった。p50 と p52 の
IC50 はそれぞれ 12.9μM と 12.8μM で、差がなかった。(－)-DHMEQ は細胞レベルの実験で NF-
κB 阻害効果が認められた薬剤で、p50 や p65 のシステイン残基に結合するが、p52 には結合し
ないとされてる５８。(－)-DHMEQ の用量応答性試験の結果を図 3-2-11 に示した。なお、
(－)-DHMEQ は共同研究先の愛知医科大学 梅澤一夫教授より分与されたものである。
DSE-FRETの蛍光値は、(－)-DHMEQ濃度の上昇に伴って上昇し、阻害剤濃度依存的な NF-κB
阻害効果を確認できた。p50 と p52 の IC50 は、それぞれ、8.8μM と 62.5μM で大きな差があり、
Yamamoto らの報告５８どおり、(－)-DHMEQ の p50 選択性が確認できた。ただ、EMSA では p52 を










































図 3-2-10 EvansBｌue(EB)の用量応答性試験 
0.5μL の各濃度の EB、5μl の 400n M p50 混合し 30 分静置した後、5μl の 20 nM duplex1 を加えて
さらに 30 分間反応させた後、40μl の 10 nM duplex2 を添加して、60 分後の蛍光値を測定した。エラー









































図 3-2-11 (－)-DHMEQ の用量応答性試験 
0.5μL の各濃度の(－)-DHMEQ と 5μl の 400 nM p50 混合し 30 分静置した後、5μl の 20 nM duplex1
を加えてさらに 30 分間反応させた後、40μl の 10 nM duplex2 を添加して、60 分後の蛍光値を測定し





本章では、DSE-FRET を用いて、NF-κB 阻害剤スクリーニング系の最適化を行った。 
反応溶液の塩濃度、各要素（阻害剤、duplex1、NF-κB タンパク質、duplex2）の液量、反応時間、










液量にして 1536 ウェルへの対応も可能であろう。 
 
今回設定した液量やプローブ濃度は、他の標的タンパク質でも利用できるだろう。一方で、塩濃度
や pH は標的タンパク質によって至適条件が異なると考えられる。塩濃度や pH については、核内
の条件と同一にすべきとの考えもあるだろうが、精製された組換えタンパク質を用いた in vitro 系
と、様々な高分子が高濃度で存在する核内では、そもそも大きな違いがあり、同じ条件にはできな
い。まずは、感度高く阻害剤候補化合物を得るために、核内条件からの乖離が大きくなりすぎな








的として、DSE-FRET（DNA Strand Exchange – Fluorescence Resonance Energy Transfer）法を開
発した。 
 
DSE-FRET は、新しい原理に基づいた DNA 結合タンパク質阻害剤スクリーニング法である。 
 
本法は、in vitro において DNA 鎖交換反応（DNA Strand Exchange[DSE]）が、タンパク質の結合に
よって停止することを利用し、鎖交換の程度を蛍光共鳴エネルギー転移（ Fluorescence 
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